Chemical constituent and biological activity research of the small polar substances from Vitis thunbergii var. taiwaniana by 姜超
 学校编码：10384                                        分类号       密级       
学    号：32320121153095                                      UDC       
 
 
               
硕  士  学  位  论  文 
                                           
小叶山葡萄小极性部分化学成分及生物活性研究 
Chemical constituent and biological activity research of the small 
polar substances from Vitis thunbergii var. taiwaniana 
 
姜  超 
 
指导教师姓名： 陈海峰    教授 
专  业 名 称： 药  物  化  学 
论文提交日期： 2015年  月  日 
论文答辩时间： 2015年  月  日 
学位授予日期： 2015年  月  日 
  
 
答辩委员会主席：      教授 
评    阅    人：      教授 
 
 
 
 
2015年 06月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
   
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下，独立完成的研究成果。本
人在论文写作中参考的其他个人或集体的研究成果，均在文中以明确方式
标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活动规范(试行)》。 
另外，该学位论文为(                        )课题(组)的研究成
果，获得(       )课题(组)经费或实验室的资助，在(                )
实验室完成。(请在以上括号内填写课题或课题组负责人或实验室名称，未
有此项声明内容的，可以不作特别声明。) 
 
 
声明人(签名)：  
年   月   日 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施
办法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机
构送交学位论文(包括纸质版和电子版),允许学位论文进入厦门
大学图书馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位
论文加入全国博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将
学位论文的标题和摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其他方式
合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
(      )1. 经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论
文，于    年      月      日解密，解密后适用上述授权。 
(      ) 2. 不保密，适用上述授权。 
(请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文
应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门
大学保密委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明
栏不填写，默认为公开学位论文，均适用上述授权。) 
 
 
声明人(签名)：  
年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
小叶山葡萄小极性部分化学成分及生物活性研究 
1 
 
 
目录 
摘要 .............................................................................................................................................. 1 
Abstract .................................................................................................................................... 1 
第一章  前言 .......................................................................................................................... 2 
1.1 研究背景 ......................................................................................................................... 2 
1.2 天然产物抗炎活性成分研究现状 ............................................................................ 2 
1.21 多糖类 ...................................................................................................................... 2 
1.22 挥发油 ...................................................................................................................... 3 
1.23 黄酮类化合物 .......................................................................................................... 3 
1.24 生物碱类化合物 ...................................................................................................... 3 
1.3 天然产物抗肿瘤活性研究现状 ............................................................................... 4 
1.31 生物碱类 .................................................................................................................. 4 
1.32多糖类 ....................................................................................................................... 4 
1.33香豆素类化合物 ....................................................................................................... 4 
1.34其他类型的化合物 ................................................................................................... 5 
1.4 植物概况 ......................................................................................................................... 5 
1.41性味归经 ................................................................................................................... 5 
1.42功效主治 ................................................................................................................... 5 
1.43用法用量 ................................................................................................................... 6 
1.5 小叶山葡萄的化学成分研究进展 ............................................................................ 6 
1.6 小叶山葡萄的药理与临床作用研究进展 ............................................................ 10 
1.61抗炎作用 ................................................................................................................. 10 
1.62抗高血压作用 ......................................................................................................... 10 
1.63神经保护作用 ......................................................................................................... 11 
1.64抗血小板凝集作用 ................................................................................................. 12 
1.65抗氧化活性以及保护肝脏作用 ............................................................................. 12 
1.66抗菌作用 ................................................................................................................. 13 
1.7 立题依据 ....................................................................................................................... 13 
第二章 小叶山葡萄化学成分研究 ................................................................ 15 
2.1 仪器及材料 .................................................................................................................. 15 
2.11 药材 ........................................................................................................................ 15 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
小叶山葡萄小极性部分化学成分及生物活性研究 
1 
 
2.12 实验步骤 ................................................................................................................ 15 
2.13 实验试剂及填料 .................................................................................................... 16 
2.2 提取分离方法 ............................................................................................................. 16 
2.21 小叶山葡萄粗提取物的制备 ................................................................................ 16 
2.22 小叶山葡萄粗提取物的大孔树脂分离 ................................................................ 16 
2.23 化合物分离的方法 ................................................................................................ 17 
2.3 化合物结构 ................................................................................................................... 22 
第三章 生物活性评价部分 .................................................................................. 36 
3.1 实验材料以及仪器 ..................................................................................................... 36 
3.11 实验仪器 ................................................................................................................ 36 
3.12 主要试剂 ................................................................................................................ 36 
3.13 实验所需溶液 ........................................................................................................ 37 
3.14 实验细胞 ................................................................................................................ 38 
3.2 小叶山葡萄中化合物的自由基清除能力 ............................................................ 38 
3.21 实验原理 ................................................................................................................ 38 
3.22 实验结果 ................................................................................................................ 39 
3.3 小叶山葡萄中化合物的抗肿瘤活性研究 ............................................................ 40 
3.31 实验原理 ................................................................................................................ 40 
3.32 实验方法 ................................................................................................................ 40 
3.33 实验结果 ................................................................................................................ 41 
3.4 小叶叶山葡萄中化合物的抗炎活性研究 ............................................................ 43 
3.41 实验原理 ................................................................................................................ 43 
3.42 实验方法 ................................................................................................................ 43 
3.43 实验结果 ................................................................................................................ 45 
第四章  总结与讨论 .................................................................................................. 46 
[参考文献] ............................................................................................................................ 50 
附录 ............................................................................................................................................ 54 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
小叶山葡萄小极性部分化学成分及生物活性研究 
1 
 
Content 
Abstract in Chinese ....................................................................................................... 1 
Abstract .................................................................................................................................... 1 
chapter 1 Introduction ....................................................................................................... 2 
1.1 Background .................................................................................................................... 2 
1.2 Anti-inflammatory research of natural product compounds ......................... 2 
1.21  Polysaccharide........................................................................................................ 2 
1.22  Volatileoils.............................................................................................................. 3 
1.23  Flavonoids .............................................................................................................. 3 
1.24  Alkaloids ................................................................................................................ 3 
1.3 Anti-cancer research of natural product compounds4 
1.31  Alkaloids ................................................................................................................ 4 
1.32  Polysaccharide........................................................................................................ 4 
1.33  Coumarin ................................................................................................................ 4 
1.34  Others ..................................................................................................................... 5 
1.4 Plant overview ............................................................................................................... 5 
1.5 Research advances in chemical components of Vitis thunbergii 
var.taiwaniana ....................................................................................................................... 6 
1.6 Research advances in pharmacological action of Vitis thunbergiivar. 
taiwaniana .......................................................................................................................... 10 
1.61 Antiinflammatory research ...................................................................................... 10 
1.62 Antihypertension research ....................................................................................... 10 
1.63 Neuroprotective effect research............................................................................... 11 
1.64 Anticoagulation effect ............................................................................................. 12 
1.65 Antiosidant and liver protect effect research ........................................................... 12 
1.66 Antibacterical research ............................................................................................ 13 
1.7 Aims and significance ............................................................................................... 13 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
小叶山葡萄小极性部分化学成分及生物活性研究 
1 
 
Chapter2 Chemical constituent research of Vitis thunbergii . 15 
2.1 instruments and materials ....................................................................................... 15 
2.11 Herbs ....................................................................................................................... 15 
2.12 Procedure ................................................................................................................ 15 
2.13 Reagent.................................................................................................................... 16 
2.2 Extration and isolation ............................................................................................. 16  
2.3 Identification of chemical structures ................................................................... 22 
Chapter3 Research of biological activities of isolated compounds
 ........................................................................................................................................................ 36 
3.1 Materials ....................................................................................................................... 36 
3.2 antioxidant activity .................................................................................................... 38 
3.21 Principle .................................................................................................................. 38 
3.22 Results ..................................................................................................................... 39 
3.3 Anticancer activity ..................................................................................................... 40 
3.31 Principle .................................................................................................................. 40 
3.32 Procedure ................................................................................................................ 40 
3.33 Results ..................................................................................................................... 41 
3.4 Antiinflammatory activity ....................................................................................... 43 
3.41 Principle .................................................................................................................. 43 
3.42 Procedure ................................................................................................................ 43 
3.43 Results ..................................................................................................................... 45 
Chapter 4 Conclusion and disscussion ...................................................... 46 
[References] ........................................................................................................................ 50 
Appendix ............................................................................................................................... 54 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
小叶山葡萄小极性部分化学成分及生物活性研究 
1 
 
摘要 
小叶山葡萄(Vitis thunbergii var.taiwaniana)是葡萄科葡萄属植物，主要分布于
台湾，本文对小叶山葡萄的化学成分以及其抗氧化、抗炎和抗肿瘤活性进行了研
究。 
利用大孔吸附树脂、正相硅胶柱色谱、ODS中低压柱色谱、Sephadex LH-20
凝胶柱色谱、薄层色谱、分析型和制备型高效液相色谱等分离方法，从小叶山葡
萄 60%乙醇提取部位大孔树脂柱 95%乙醇洗脱部位共分得 20个单体化合物，通
过理化性质的分析比较、核磁共振波谱以及高分辨质谱等对化合物的结构进行了
鉴定。20个单体化合物中包括 6个甾体类化合物，1个萜类化合物，1个黄酮类
化合物以，11个茋类化合物及 1个其他类型的化合物 1，2，4，10，11，12，15，
16，17，18首次从葡萄属植物中分离得到，化合物 3，5，6，8，14首次从小叶
山葡萄中分离得到。 
  利用 DPPH 法对小叶山葡萄中分离得到的黄酮类以及茋类等含多个酚羟
基的化合物的抗氧化活性进行了研究，实验表明黄酮类化合物 6以及茋类化合物
7，12，13，14，15，16，17，18，19都具有抗氧化活性，其中化合物 6，7，12
的体外抗氧化能力强于白藜芦醇。利用 MTT 实验对分离到的单体对 Hela 和
MCF-7的细胞毒活性进行研究，实验结果证明在作用浓度为 50 μM的条件下，
化合物 4和 18对乳腺癌细胞系MCF-7细胞的生长具有一定的抑制作用；在作用
浓度为 50 μM的条件下化合物 1，3，4，8对子宫颈癌细胞系 HeLa细胞的生长
有着显著的抑制作用，化合物 4抑制 MCF-7生长活性的浓度梯度实验结果显示
其细胞毒活性与作用浓度呈良好的量效依赖关系。利用 LPS 诱导小鼠巨噬细胞
RAW264.7 为炎症细胞模型对分离到的单体化合物中的黄酮以及茋类化合物的
抗炎活性进行了研究。MTT 实验表明化合物 13,14 能够抑制炎症细胞生长，
Western blot实验证明 13号化合物能够通过抑制 P38以及其下游 C-JUN的磷酸
化而抑制 LPS诱导的 RAW264.7炎症细胞的增殖。 
关键词：小叶山葡萄，茋类，抗炎，抗肿瘤  
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Abstract 
Vitis thunbergii var.taiwaniana derived from Vitaceae family Vits L, distribute in 
Taiwan of China. In this paper, we studied the chemical composition of Vitis 
thunbergii var.taiwaniana and its antioxidant, antiinflammatory and antitumor 
activity. 
The chemical constituents of Vitis thunbergii var.taiwaniana were separated by 
silica gel column chromatography, LH-20 gel column chromatography, HPLC and so 
on.20 compounds including six steroids compounds, one flavonoid, one terpene and 
eleven stilbenes, were separated from the 95% ethanol elution of the plant. The 20 
compounds, were identified using the NMR Spectroscopy and high resolution Mass 
spectrometry data. Among the compounds 1, 2, 4, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18 were 
separated from Vitis for the first time and 3, 5, 6, 8, 14 were separated from Vitis 
thunbergii var.taiwaniana for the first time. 
The antioxidant activity of the polyphenol, including flavonoid and stilbenes 
were observed using DPPH radical scavenging experiments .The results shown that 
all the polyphenols presented antioxidant activity and compounds 6, 7, 12 were better 
than resveratrol. Anticancer activity was also testified by MTT experiment with the 
concentration of 50 μM. The results shown that compounds 4 and 18 could inhibit the 
growth of breast cancer cells (MCF-7) and compounds 1, 3, 4 and 18 can inhibit the 
growth of the cervical cancer cells (HeLa). The concentration gradient experiments 
about compound 4 inhibited the growth of MCF-7, the results show great dose-effect 
relationship. We also tested the antiinflammatory activity of the flavonoid and 
stilbenes separated from Vitis thunbergii var.taiwaniana. We use LPS induce 
macrophage RAW264.7 was used build inflammation model. The MTT results 
showed compound 13 and 14 can inhibit the growth of the inflammatory cells. The 
western blot results showed that compound 13 could inhibit the phosphorylation of 
p38 and C-JUN to inhibit the inflammation cell RAW264.7 proliferation. 
Keywords: Vitis thunbergii var.taiwaniana. stilbenes, antiinflammatory, anticancer 
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第一章  前言 
1.1 研究背景 
(1)炎症是常见的基本病理过程，基体对刺激的一种防御反应。炎症是损伤
和抗损伤的统一过程。生物性因子如细菌、病毒，理化因子，异物，坏死组织以
及变态反应等都可引发炎症反应。炎症反应主要表现为局部和全身炎症反应，全
身炎症可能会导致局部血液循环障碍导致器官的实质细胞发生不同程度的变性
甚至可能危及生命。具有抗炎活性的天然产物与人类健康密切相关。目前，研究
具有抗炎活性的天然产物成为许多药学工作者的工作重心[1]。 
(2)目前世界每年新增 800万癌症患者，600万人死于癌症，癌症早已是是人
类生命威胁的头号杀手。随着现代医学的发展越来越多的抗肿瘤的化学药物被开
发出来。大部分治疗肿瘤的药物属于化学合成药物，在杀死肿瘤细胞的过程中也
会严重损伤正常细胞，天然药物由于其来源丰富，在肿瘤治疗中疗效确切，不良
反应少，正受到越来越多的关注。从自然界寻找抗肿瘤的药物具有广阔的前景。 
1.2 天然产物抗炎活性成分研究现状 
1.21 多糖类 
 实验中常用二甲苯处理小鼠致小鼠耳廓肿胀，作为急性炎症模型。2012年，
李伟平等[2]用水提醇沉法提取土牛膝中的多糖成分，以二甲苯处理 ICR 小鼠(雌
性)，建立小鼠耳廓肿胀模型。将 ICR小鼠随机分为牛膝多糖低、中、高剂量组，
生理盐水组、阿司匹林组 5组。连续给药 5天后处死小鼠，剪取小鼠耳朵，以左
右耳片重量差为肿胀度，以各组肿胀度平均值，作为耳肿胀抑制率。实验结果显
示，与阿司匹林的耳肿胀抑制率(28.50%)相比，土牛膝多糖的高、中剂量组对二
甲苯所致的小鼠耳廓肿胀的抑制率分别达到 33.75%和 44.60%，结果显示土牛膝
多糖具有明显的抑制小鼠耳廓肿胀的作用。 
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1.22 挥发油 
2009年，范莉等[3]以 SD大鼠为实验对象研究了独活挥发油对蛋清致大鼠脚
趾肿胀的影响。采用蒸馏法得到独活挥发油(具有特殊浓郁香味的金黄色油状
物)，将 40 只 SD 大鼠 按照体重随机分组为 4 组，标记大鼠的右后足踝关节，
测各大鼠足容积两次，取均值作为大鼠给药前正常足容积。腹腔注射给药
(1ml/100 g)，对照组给予 0.5%吐温溶液，给药 30min后每只老鼠有后足注射 10%
鲜鸡蛋清生理盐水溶液至炎，30、60、120、180、240、300、360min 后测定致
炎前后大鼠足容积的变化值，实验结果表明独活挥发油能够明显抑制蛋清至老鼠
足发炎后的肿胀程度。 
1.23 黄酮类化合物 
 2013 年，杨晓露等[4]对甘草总黄酮成分对对体外抗炎活性机制进行了研究
报道。以回流提取，萃取，超声等方法提取了甘草中的总黄酮并配置为 200 g/L
的 DMSO溶液，将小鼠巨噬细胞 RAW264.7 细胞株培养于 RPMI1640培养基中，
在 37℃和二氧化碳条件下培养，炎症细胞模型用 LPS(100u g/mL)诱导，提取物
采用 10,50,100,200 mg/L共 4个剂量处理细胞，刺激维持 24h后以Western-boltin 
g 检测甘草总黄酮对炎症因子蛋白表达的影响。实验结果表明：甘草总黄酮对
LPS刺激的巨噬细胞中炎症因子 COX-2的基因水平有下调作用，对 COX-2的蛋
白表达也具有下调作用，且成剂量依赖性，对 PPAR-γmRNA的表达有上调作用，
同样对 Inos,COX-2,IL-6 mRNA表达具有下调作用，同属甘草总黄酮还能下调激
活 RAW264.7中MAPK通路的 ERK蛋白磷酸化水平。实验证明甘草总黄酮具有
良好的体外抗炎活性。 
1.24生物碱类化合物 
2008年刘林等[5]以通过腹腔染料法对益母草生物总监抗炎活性做了研究，以
随机分组的方式将50只昆明鼠分为5组，分别为给药低(0.1 g/mL)、中(0.2 g/mL)、
高(0.4 g/mL)浓度组，空白对照以及阳性对照组，其中空白对照组给药为0.6%的
冰乙酸，阳性对照组为0.5%的吲哚美辛溶液。每天给药一次，连续给药4天，最
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后一次给药后的1h，注射1%的依文思蓝生理盐水溶液，按照0.2ml/只的量注射
0.6%的醋酸生理盐水溶液,处死小鼠，生理盐水清晰腹腔，收集清洗腹腔的清洗
液，在680nm波长处处测量吸光值。实验结果表明：高、中、低剂量组与空白对
照组比较，均显著抑制炎症，且呈良好的量效依赖关系。  
1.3 天然产物抗肿瘤活性研究现状 
1.31 生物碱类 
生物碱[6]在具有明显的抗肿瘤活性，在自然界中分布广泛。喜树碱类[7]是从
我国植物喜树中分离得到，对于急慢性粒细胞白血病，胃肠道腺癌，膀胱癌等恶
性肿瘤有较好的疗效，在临床上广泛应用。在细胞周期中，DNA 拓补异构酶具
有重要的作用，它可以催化 DNA拓补异构化，喜树碱作为拓补异构酶Ⅰ的抑制
剂能够与 DNA链和拓补异构酶Ⅰ形成三元复合物，从而阻滞细胞周期；作用于
Fas 以及线粒体相关的细胞凋亡通路诱导肿瘤细胞凋亡。紫杉醇类化合物[8]的抗
肿瘤作用机制为：与微管蛋白的 β亚基结合，促进微管蛋白聚合形成微管，抑制
微管解聚。能将细胞的有丝分裂阻滞在在 G2/M 期，还可以诱导细胞凋亡，抗
肿瘤浸润和转移，明显的抑制肿瘤细胞诱导的血管增生，从而达到抗肿瘤的作用
[8]。 
1.32多糖类 
 多糖是指由 10个以上单糖通过糖苷键相连形成的天然高分子化合物，林俊
[9]等人报道多糖具有显著的抗肿瘤活性，并且对人体的毒副作用小。多糖抗肿瘤
的作用机制为直接抑制肿瘤细胞生长[10]，诱导肿瘤细胞凋亡和分化[11]，改变肿
瘤细胞膜的生理特性[12]，影响肿瘤细胞内信号传导[13]等途径来抑制肿瘤细胞生
长，而达到抗肿瘤的作用。 
1.33香豆素类化合物 
香豆素是具有苯并-吡喃内酯环的杂环化合物，能够选择性的作用于肿瘤细
胞[14]。 
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2012年，王萌等[15]研究了五种呋喃香豆素对肝癌细胞株 HepG 2细胞、肺癌
细胞朱 A549、乳腺癌细胞株MCF-7等的体外抗肿瘤活性。实验结果 5种呋喃香
豆素对上述几种肿瘤细胞的抑制作用 IC50值在 0.30—17.23 mg/mL，具有较强的
体外抗肿瘤活性。 
1.34其他类型的化合物 
文献报道的抗肿瘤化合物还有萜类[16]，黄酮类[17]等。 
1.4 植物概况 
小叶山葡萄(Vitis thunbergii Sieb. & Zucc. var. thunbergii.)，葡萄科(Vitaceae)
葡萄属 (Vitis)又名细本山葡萄，小本山葡萄，野葡萄。茎基为木质藤本，幼枝有
棱，幼嫩部分被有红褐色棉毛。卷须单一，先端不分枝。叶具长柄，纸质，三角
形卵状，3-5裂，长约 6-14厘米，互生。叶柄长 3-8厘米，通常被毛。早春开花，
圆锥状花序或者聚伞状花序，长 5-8厘米，花，单性与两性，与叶对生，花萼盘
形，全缘；花瓣绿白色，5片；雄蕊 5枚，生于雌蕊下花盘基部，与雌蕊对生；
雌蕊下有花盘，含 5 蜜腺，子房两室；浆果黑色，径 8-10 厘米；种子 1-3 粒。
果期 9-10月，生长于山坡灌木丛中。主要分布于台湾。 
1.41性味归经 
甘，平，无毒。入肝，胃二经。 
1.42功效主治 
1，解毒散结消肿     治乳痈，耳聋，痢疾 
2，止血凉血         治血淋，外伤出血，热翳赤障 
3，祛风湿，通经络   治风湿关节痛，羊癫疯 
4，降逆止呕         治呕逆 
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1.43用法用量 
内服：煎汤，15-30克，或捣汁。外用：捣敷。 
附方 
1，小叶山葡萄根有开脾、补肾、利尿、祛风、之效。取根或者全草煎水服 
2，治败肾、眼翳、腰疲。小叶山葡萄与猪肠或者赤肉服。 
3，治肺炎：小叶山葡萄根捣汁服 
名家学说 
《新修本草》：“治哕逆大善，伤寒后呕哕更良。” 
《本草拾遗》：“治滴目中，治热翳赤障。”“蘡薁是山蒲桃，砍断藤吹起出一米如
通草。” 
1.5 小叶山葡萄的化学成分研究进展 
从小叶山葡萄中分离得到的主要化合物种类为茋类化合物，另外还有其他类
型的化合物，本文对这些化合物的名称、分子量、结构等作了详细的综述(表 1) 
表 1：小叶山葡萄中已经报道的化合物 
编号 名称 结构 分子量 参考文献 
1 Resveratrol 
 
228.28 [18] 
2 (+)-ε-vinifrein 
 
438.15 [18] 
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3 Ampelopsin A 
 
470.14 [18] 
4 Ampelosin C 
 
680.20 [18] 
5 Vitisinol B 
 
562.16 [19] 
6 Vitisinols C 
 
428.16 [19] 
7 Vitisinols D 
 
454.14 [19] 厦
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8 Vitisinols A 
 
452.13 [19] 
9 Vitisinols E 
 
442.18 [19] 
10 Vitisinols F 
 
654.23 [20] 
11 Vitisinols  G 
 
452.13 [20] 
12 Miyabenol C 
 
694.22 [20] 厦
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